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o comportamento higienico e um mecanismo de defesa natural das
abelhas a diversas doen9as e tem sido monitorado nas col6nias por
diferentes metodos. Este estudo comparou os testes de perfura9ao e de
congelamento da cria com nitrogenio IIquido usados para selecionar
col6nias para comportamento higienico (CH). 0 experimento foi
desenvolvido em mar90 de 2006, utilizando cinco col6nias de abelhas
africanizadas (Apis mellifera) mantidas no Apiario Experimental da
Universidade Federal de Vi90sa, Vi90sa, MG. Os resultados nao mostraram
diferen9a significativa entre a rem09ao das crias perfuradas e congeladas
(F=2,23; P>0,05). 0 metoda de perfura9ao da cria foi considerado
apropriado para avaliar 0 CH.
Termo para indexa9ao: Apis mellifera; metoda de perfura9ao da cria; metodo
de crias congeladas.
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The hygienic behavior (HB) is an important natural mechanism of
resistance to disease in honeybees colonies. HB was studied in colonies
with deferent methods. This study compared the pin-killer brood assay and
freezer-killer brood with liquid nitrogen used to screen colonies for hygienic
behavior. The research was conducted in March 2006 with five colonies
of africanized honeybees (Apis mel/ifera) in Universidade Federal de
Vic;osa, Vic;osa (MG). There was no significative difference between pin-
killer brood assay and freezer-killer brood (F= 2.23; P>0.05). The pin-
killer brood was appropriate for HB evaluation.
o comportamento higienico (CH) e um mecanisme de defesa natural das
abelhas a diversas doenyas e consiste na desoperculay80 e remOy80 de
crias doentes, mortas, danificadas ou infestadas, sendo controlado
geneticamente (GON<:;ALVES; GRAMACHO, 2000; GRAMACHO;
GON<:;ALVES, 2000).
Esse comportamento e considerado 0 principal mecanisme de resistencia
de abelhas melfferas contra cria putrida americana, causada pela bacteria
Paenibacillus larvae ssp. larvae (ROTHENBUHLER, 1964a; SPIVAK;
REUTER, 2001 al, cria putrida europeia, causada pela bacteria
Melisococcus pluton (MESSAGE; GON<:;ALVES, 1977) e cria giz, causada
pelo fungo Ascosphaera apis (GILLIAM et aI., 1988; GILLIAM; TABER III;
RICHARDSON, 1983). Tambem e um dos mecanismos de resistencia
contra 0 acaro Varroa destructor (GUERRA JUNIOR; GON<:;ALVES; DE
JONG, 2000; HARBO; HARRIS, 1999; SPIVAK; REUTER, 2001 a).
As abelhas higienicas detectam, desoperculam e removem a cria doente da
colonia antes de a doenya alcanyar 0 estagio infeccioso, evitando 0
manuseio e a transmiss80 de esporos (PARK; PELLET; PADDOCK, 1937;
ROTHENBUHLER, 1964a,b; WOODROW; HOLST, 1942). Alem disso,
removem a maioria da cria infestada com varroa pelo menos 60 horas
depois que a celula foi operculada, ap6s 0 acaro iniciar a oviposiy80,
assegurando a destruiy80 de qualquer progenie do acaro (DONZE et aI.,
1996; IBRAHIM; SPIVAK, 2006; SPIVAK, 1996).
o CH e observado em uma frequencia relativamente baixa nas colonias.
Nos Estados Unidos foi verificado em aproximadamente 10 % (SPIVAK;
REUTER, 1998b) e na Australia em aproximadamente 20 % das colonias
(OLDROYD, 1996; WILKES; OLDROYD, 2002). Entretanto, na Argentina a
eficiencia do CH aumentou na pOpUlay80 ap6s quatro anos de Seley80 sem
acasalamento controlado (PALACIO et aI., 2000, 2005).
As colonias melhoradas para CH apresentaram nfveis baixos de V.
destructor e produziram mel tanto quanta as colonias controle (SPIVAK;
REUTER, 1998a, 2001 b). No entanto, 0 grau de remOy80 dessas pupas
infestadas nao se mostrou eficiente para manter a populac;ao do acaro
abaixo de um limiar de perdas economicas (DELAPLANE; HOOD, 1999).
As abelhas africanizadas mostraram-se mais higienicas que as europeias
(COSENZA;SILVA, 1972; GRAMACHO, 1995, 1999; GRAMACHO;
GONC;:ALVES,1996; MESSAGE, 1979). A expressao deste comportamento
tambem e diferenciada entre linhagens de abelhas (BRODSGAARD;
HANSEN, 2003).
A composic;ao genotfpica de uma colonia pode afetar 0 desempenho do CH
(ARATHI; SPIVAK, 2001). Uma grande variabilidade entre e dentro das
colmeias foi observada em varios testes de remoc;ao de crias mortas pelo
do congelamento (MESSAGE; GONC;:ALVES,1977).
o fluxo de nectar e a idade das abelhas tambem podem influenciar na
expressao do CH (MESSAGE; GONC;:ALVES,1980; MOMOT;
ROTHENBUHLER, 1971; THOMPSON, 1964), Para uma linhagem
resistente, composta de abelhas com 3 a 5 dias de idade, Thompson (1964)
observou que todas ou quase todas as larvas mortas pela cria putrida
europeia foram removidas independentemente das condic;oes de fluxo de
nectar, enquanto que, colonias da mesma linhagem, composta de abelhas
com 29 a 31 dias de idade, apresentaram esse comportamento somente
durante 0 fluxo de nectar.
A manutenc;ao de colonias resistentes e fundamental para um efetivo
manejo de pragas e doenc;as, e e uma alternativa mais sustentavel em
relac;ao a dependencia de antibi6ticos e de acaricidas. A colonia tratada
com esses produtos elimina a possibilidade de selec;ao. Este trabalho teve
como objetivo comparar metodos para testar 0 comportamento higienico.
o experimento foi desenvolvido em marc;ode 2006, utilizando cinco colonias
de abelhas africanizadas (Apis mellifera) mantidas no Apiario Experimental
da Universidade Federal de Vic;osa, Vic;osa, MG. As rainhas foram
foram acasaladas naturalmente e as colonias alimentadas com xarope de
agua e a9ucar (50 %).
Os metod os testados para avalia9ao do comportamento higienico foram
perfura9ao (NEWTON; OSTASIEWSKI, 1986, modificado por
GRAMACHO; GON<;:ALVES,1994) e congelamento, usando nitrogenio
Ifquido (SPIVAK; DOWNEY, 1998; SPIVAK; REUTER, 1998b, 2001bl,
conforme descritos a seguir.
Consiste em perfurar uma area com 100 celulas de um favo contendo
crias operculadas de operarias com cerca de 10 a 14 dias de idade. A
idade foi estimada visual mente como pupa de olho rosa (JAY, 1963). 0
alfinete entomol6gico nO2 foi introduzido no centro dos operculos em uma
profundidade que permitisse atingir a cria.
Uma area vizinha a tratada, contendo cerca de 100 celulas, foi delimitada
para constituir 0 controle. Cada area foi demarcada utilizando-se uma
folha de transparencia, em que tambem foi registrado 0 numero de celulas
operculadas e identificadas as celulas vazias, as pontuadas e as
desoperculadas parcial ou completamente.
Consiste em despejar um volume de 200 mL de nitrogenio Ifquido (N2)
sobre a area de um favo de cria operculada de operarias, contendo em
media 140 celulas com cerca de 9 a 10 dias de idade. A idade foi
estimada visual mente como pupa de olho rosa (JAY, 1963). A area para
despejar 0 N2 foi delimitada por um cilindro oco de 60 mm de diametro.
Os diferentes metodos foram comparados em um mesmo favo de cada
colonia com area controle comum. Ap6s a demarca9ao das regi6es, 0 favo
foi devolvido a colonia. A quantidade de celulas em que a cria havia sido
removida em cada area foi contada 24 e 48 horas ap6s a demarca9ao
(Fig. 1).
Fig. 1. Area do favo congelada com nitrogenio Ifquido (al,
perfurada (b) e controle (c) ap6s 48 horas de teste.
o fator de corre<;:ao"Z" de Moretto (1993), que corresponde a taxa de
limpeza natural do controle, foi calculado e descontado do valor das crias
removidas (CR) nas areas tratadas. Assim, 0 valor estimado para 0
comportamento higiEmico(CH) da colonia foi considerado somente quando
o Z no contra Ie foi igual ou inferior a 10 %, isto e, se nao existisse mais de
10 celulas vazias ap6s 24 ou 48 horas.




Z = % de celulas onde a cria operculada foi removida naturalmente no
controle.
A = Numera de celulas de cria operculadas no contrale antes da
introdu<;:aodo favo na colonia para 0 teste de limpeza.
Y = Numero de celulas na qual a cria foi removida naturalmente no
controle, sendo que:
C = Numero de celulas vazias do controle, apos 0 favo ter sido submetido
ao teste de limpeza na colonia analisada.
B = Numero de celulas vazias da area B antes do favo ser submetido ao
teste de limpeza.
Para a determinac;:aodo CH, utilizado para comparar os metodos de




CV24h = Numero de celulas vazias 24 ou 48 horas apos a perfurac;:ao/
congelamento.
CV = Numero de celulas vazias antes da perfurac;:ao/congelamento das
celulas operculadas.
CO = Numero de celulas de cria operculadas antes da perfurac;:ao/
congelamento.
Z = Fator de correc;:aoobtido do controle.
Os testes foram repetidos tres vezes em intervale de 5 dias. A colonia foi
considerada higienica no metodo de perfurac;:aoquando as abelhas
removeram 80 % ou mais das crias em 24 horas (GRAMACHO;
GON<;:ALVES,1994). Enquanto no congelamento com N2, a colonia que
removeu mais de 95 % da cria morta apos 48 horas foi considerada
higienica (SPIVAK; DOWNEY, 1998; SPIVAK; REUTER, 1998a,b).
A analise de variancia (ANOV A) foi utilizada para comparar os resultados
obtidos (GOMES, 2000) e a analise de correlat;:ao de Pearson (STEEL;
TORRIE; DICKEY, 1996) foi usada para avaliar os tempos de remot;:ao da
cria perfurada e congelada (24 e 48 horas).
Os resultados nao mostraram diferent;:a significativa entre 0 porcentual de
remot;:aode crias perfuradas e de congeladas (F=2,23; P>0,05). Nas
colonias 1 e 2 foi posslvel realizar somente 0 primeiro teste em razao da
falta de area de cria suficiente para os testes posteriores. Pesquisas
comparativas entre os metodos de perfurat;:aoe congelamento tambem
mostraram que ambos foram eficientes para estudos do comportamento
higienico (CH) de A. mel/ifera (GRAMACHO; GON<;:ALVES,1994;
TENORIO, 1996).
De acordo com os criterios adotados, nenhuma colonia pode ser
considerada higienica, em ambos os testes (Tabela 1). Houve grande
variat;:ao entre os testes e entre as colonias em relat;:aoao comportamento
higienico (ARATHI; SPIVAK, 2001; MESSAGE; GON<;:ALVES, 1977).
Somente a colonia nO.1apresentou % CH elevada (89,82 %) ap6s 48
horas. Mesmo assim, nao pode ser considerada higienica, pois seria
necessario que as abelhas removessem 80 % da cria perfurada ap6s 24
horas (GRAMACHO; GON<;:ALVES, 1994).
Tabela 1. Porcentual de remot;:ao de crias perfuradas (P) e congeladas com

























o estudo foi conduzido em colonias tipo nucleo (cinco favos) e, portanto,
com uma pequena populac;ao de abelhas adultas. Spivak e Gilliam (1993)
avaliando CH em colmeias langstroth e colmeias de observac;ao sugeriram
que a expressao desse comportamento e afetada pela tamanho da
populac;ao, logo as baixos porcentuais obtidos neste trabalho podem ser
atriburdos a esse fato.
Apesar de a entrada de nectar aumentar a taxa de remoc;ao de cria marta
au doente (MESSAGE, 1979; MESSAGE; GONCALVES, 1980; MOMOT;
ROTHENBUHlER, 1971), acredita-se que a alimentac;ao (xarope)
disponibilizada no perrodo nao interferiu nos resultados, vista que as
percentuais de remoc;aoda cria foram muito baixos. Provavelmente, a modo
de alimentac;ao coletivo nao tenha sida adequado para atender as
necessidades das colonias do apiario. Os alimentadores coletivos, embora
prMicos, proporcionam uma competic;ao desigual, favorecendo mais as
colonias fortes do que as fracas (BRANDEBURGO, 1992; PEREIRA, 1999;
STANDIFERet aI., 1977).
Durante a manejo das colonias, observou-se uma quantidade restrita de
recursos alimentares nos favos. Segundo Rinderer e Collins (1986), a
comportamento de uma abelha e a produta de sua potencialidade genetica,
seu ambiente fisiol6gico e ecol6gico, das condic;oes sociais da colonia e das
varias interac;oes presentes entre tad as esses fatores. A reduc;ao de
estoques adequados de carboidratos na colonia afeta a polietismo etario
(SCHULZ; HUANG; ROBINSON, 1998), levando as abelhas que realizam as
atividades dentro do ninho para a forrageamento. 0 percentual de abelhas
na colonia que sao geneticamente especializadas para a comportamento
higienico pode influenciar a nrvel da resposta da colonia (SPIVAK; GilLIAM,
1993). A idade das abelhas desempenhando essa tarefa tambem interfere
nesse comportamento (THOMPSON, 1964).
o numero media de celulas congeladas (140,6 ± 9,09) foi superior as
perfuradas (114,4 ± 12,85) par causa da diferenc;a no tamanho das areas
tratadas em cada metoda. Spivak e Downey (1998) trataram a mesmo
numero de celulas (100) na comparac;ao entre a perfurac;ao e a
congelamento da cria no freezer. No metoda de congelamento no freezer,
um pedac;ode favo com cria da colonia sadia e introduzida dentro da
colonia testada. Desse modo, 0 teste pode ter influencia na taxa de
remoc;:ao,pois a cria da colonia sadia e reconhecida como estranha na
colonia testada.
Silva (1994) mostrou que a maior infestac;:aode acaro influencia
diretamente no infcio do CH, no entanto, a continuidade dessa tarefa foi
mais lenta do que em colonias menos infestadas, indicando que a
resistencia as doenc;:ase parasitas nao esta correlacionada somente com a
velocidade no infcio da atividade de limpeza, mas na continuidade desse
comportamento.
o coeficiente de correlac;:aode Pearson entre 0 tempo que as abelhas
levaram para remover as crias perfuradas e congeladas (24 e 48 horas),
foi 0,70755 (P<0,001). A correlac;:aosignificativa (r = 0,8950;
P<0,001) tambem foi verificada por Spivak e Downey (1998) envolvendo os
mesmos tempos de remoc;:aona perfurac;:aoe no congelamento de cria em
freezer.
Segundo Gramacho (1995) e Newton e Ostasiewski (1986), na perfurac;:ao
as abelhas precisam de um tempo menor (3 dias) para remoc;:aodas crias
mortas em relac;:aoao congelamento (14 dias). Entretanto, Spivak e Reuter
(1998a) afirmaram que uma colonia nao higienica (NH) leva seis dias para
remover completamente a cria congelada e que a velocidade na qual a cria
morta e removida esta correlacionada com sua habilidade para remover
crias doentes e parasitadas.
Spivak e Downey (1998) conclufram que 0 congelamento e um procedimento
mais conservativo e confiavel de selec;:ao,pois em media 30 % de toda a
pupa perfurada sobreviveram ao tratamento, reduzindo a acuracia e a
reprodutibilidade do teste. Spivak e Reuter (1998b) afirmaram que as
colonias selecionadas pela primeira vez para CH usando metoda de
congelamento da cria podem nao remover toda a cria congelada dentro de
48 horas. As colonias que removem toda a cria dentro de 48 horas seriam
propagadas por meio da criac;:aode rainhas. As gerac;:6esposteriores
removeriam a cria mais rapidamente, devido as rainhas higienicas da
primeira gerac;:aoproduziriam zang6es para a segunda gerac;:ao.
Do ponto de vista prcHico, Gramacho e Gonc;:alves(1994) e Gramacho
(1995) sugeriram que 0 metoda de perfurac;:aoe mais eficaz que 0
congelamento, por ser mais rapido, de facil manuseio no campo ou
laborat6rio e mais econ6mico. De fato, 0 metoda do congelamento
cortando 0 favo para levar ao freezer nao e pratico. No entanto, 0
congelamento usando Nz (SPIVAK; DOWNEY, 1998; SPIVAK; REUTER,
1998b) e mais prMico, rapido e de facil manuseio que os demais.
Do ponto de vista econ6mico, sugere-se que a escolha do metoda mais
adequado a ser aplicado em campo ou laborat6rio deve considerar,
principalmente, 0 numero de col6nias a serem testadas num mesmo
perfodo e 0 acesso ao Nz. Para 0 pequeno apicultor seria mais prMico, facil
e barato utilizar a perfurac;:ao. Porem, em programas de selec;:aoonde 0
pesquisador ou produtor necessite avaliar um numero muito grande de
col6nias e tenha facil acesso ao uso de Nz' talvez 0 congelamento seja
mais prMico e relativamente barato, pois economiza mao-de-obra e tempo
de servic;:o.
A escolha do metodo para selec;:aode linhagens de abelhas com
comportamento higienico deve considerar a quantidade de col6nias a
serem testadas e 0 acesso ao Nz. Para 0 pequeno apicultor, 0 metodo da
perfurac;:aoe mais eficaz, contudo, programas de selec;:aoonde e
necessario avaliar grande quantidade de col6nias, havendo facil acesso ao
usa de Nz' 0 congelamento e mais adequado.
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